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抗HEV嵌合抗体的构建及在 CHO细胞中的表达
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摘要:通过 RT - PCR 方法从分泌戊型肝炎(戊肝)病毒中和性鼠源单克隆抗体(单抗) 8C11 的杂交瘤细胞中克隆出
抗体基因的重链可变区( VH)、轻链可变区( VK )序列 ,并分别克隆到含有人 gamma 1 重链和 kappa轻链恒定区序列
的 pcDNA311/ Hygro 和 pcDNA311( + )质粒中, 共转染中华仓鼠卵巢癌细胞( CHO )细胞。RT - PCR 结果表明, 转
染的 CHO细胞转录了嵌合重链及轻链基因,间接 ELISA 及Western blot 结果表明: 翻译出的两种多肽在细胞内正
确组装成嵌合抗体分子,并可分泌至细胞外, 表达的嵌合抗体保留了原鼠单抗的抗原结合特异性及对 8H3 结合抗
原的增强作用。8C11 嵌合抗体的成功表达可降低鼠源性, 为探讨戊肝抗体治疗的可能性奠定了基础。
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HEV。最近, 利用基因工程重组HEV 衣壳蛋白, 制
备并鉴定出了 2 株抗 HEV 中和性鼠单克隆抗体














抗鼠抗体( human ant i- mouse ant ibody, HAMA)反
应。近年来, 基于人源噬菌体抗体库技术和抗体工











1 菌株、细胞、质粒  大肠杆菌菌株 DH5A、ER2566 由本室
保存。可分泌抗 HEV 单抗 8C11 的鼠杂交瘤细胞系由本实
验室制备, 中华仓鼠卵巢癌细胞系( CHO )为本室保存。质粒
pMD18T 购自大连 T akara 公司。表达载体 pAG4622 和
pAH4604 由美国 SL Mor rison 教授惠赠。质粒 pcDNA31 1/
Hygro 和 pcDNA311( + )购自 I nvitr ogen 公司。
2 主要试剂  L ipofectamineTM Reagent 购自 I nvitrogen 公
司。各种限制酶和 T4 - DNA lig ase均购自大连 Takara 公
司。T r izol 购自 Roche 公司。poly ( T )、AMV、Rnasin 购自
Promega公司。PCR回收试剂盒购自上海华舜公司。NE2 抗
原由本室表达纯化。8H3 HRP酶标抗体抗 NE2 16D7 鼠单抗
由本室制备。HEV- IgG的 ELISA试剂盒购自北京万泰生物
药业有限公司。羊抗人 IgG Fab 购自华美公司。人 IgG1k 纯
品和HRP标记的羊抗人 IgG抗体购自Sigma公司。寡核苷酸
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引物由上海博亚生物技术有限公司合成(表 1)。
表 1 PCR引物的名称和序列
Table 1  Names and sequences of PCR primers
Primer Sequence
MuIgkVL5c- G3 5c- AT G GT ( C/T ) CT ( C/ T) AT ( A/ C/ G)T T( A/ G) CTG CT G CTA T GG- 3c
MulgkVL3c- 1 5c- CCC AAG CT T ACT GGA TGG TGG GAA GAT GGA- 3c
MulgVH5c- D1 5c- CGA CAT GAG G( A/ G) C CCC T GC TCA G(A/ T) T T (C /T ) T TGG ( A/ TC/ G) ( A/ T ) T CT T- 3c
MFdR1 5c- ACT AGT ACA ATC CCT GGG CAC AAT- 3c
hKCF 5c- CTC GAG ACT GTG GCT GCA CCA TC- 3c
hKCR 5c- GGA TCC TCT AGA TT A ACA CTC TCC CCT GT T G- 3c
8C11hVkF
5c- GAA TTC AT G AGT GT G CCC ACT CAG GTC CTG GGG TT G CT G CT G CT G T GG CTT ACA GAT
GCC AGA T GT GAC ATC CAG ATG ACT CAG- 3c
8C11hVkR 5c- CTC GAG CCG TTT GAT T TC CAG CTT GG- 3c
hH CF 5c- CTC GAG GCA AGC TTC AAG GGC C- 3c
hH CR 5c- GGA TCC TCT AGA TT A TTT ACC CGG AGA CAG G- 3c
8C11hVhF 5c- GAA TT C AGA TCT ATG GGC AGG CTT ACT T CT TCA TT C CTG CTA CT G ATT GT C CCT GCA TAT
GTC CTG TCC CAG GTT ACT CTG AAA GAG TC- 3c
8C11hVhR 5c- CTC GAG TGA GGA GAC GGC GAC T G- 3c
3  高亲和力抗体 8C11 可变区基因的分离  半贴壁培养
107 个 8C11 鼠源杂交瘤细胞, T rizo l法提取总 RNA, 并以
poly( T )为引物反转录成 cDNA。根据 Novagen 公司的 Ig-
Prime试剂盒的引物序列设计合成 33 条引物,再根据重链恒
定区序列设计合成一条下游引物 MFdR1, 采用 RT- PCR法
分离抗体可变区基因。用 MulgkVL5c- G3/ MulgkVL3c- 1
引物对,经以下条件的 PCR 扩增获得约 400bp的单一条带:
94 e 5min, 94 e 35s, 53e 1min, 72e 40s, 共 35 个循环, 再于
27 e 延伸 15min。回收 PCR 产物并克隆至 pMD18- T 载体
中,送上海博亚公司测序。序列经 Blast 比对后, 确定为
McAb8C11V k 序列。用 MulgVH5c- D1/ MFdR1 引物对经以
下条件的 PCR扩增获得约 700bp 的单一条带: 94e 5min, 94e
40s, 57e 50s, 72e 50s,共 35 个循环,再于 72 e 延伸 15min。经
同样克隆并测序确定为 McAb8C11重链 Fd段序列。
4  人鼠嵌合抗体表达载体的构建  以 hKCF/ hKCR 引物对
从质粒pAG4622 中扩增出人 kappa轻链恒定区序列,克隆至
XhoÑ / X ba Ñ 双酶切的 pcDNA31 1 - Neo 载体, 获得质粒
pcDNA311- Ak。又以8C11hVkF/ 8C11hVkR引物对,扩增出
带信号肽的 8C11Vk 序列,克隆至 EcoR Ñ / Xho Ñ 双酶切的
pcDNA311- Ak 质粒,从而获得表达人鼠嵌合轻链的表达质
粒 pcDNA311- Ak8C。
以hHCF/ hHCR 引物对从质粒 pAH4604 中扩增出人
gamma 1 重链恒定区序列, 克隆至 X ho Ñ /X ba Ñ 双酶切的
pcDNA311 - Hyg 载体, 获得质粒 pcDNA31 1 - AH。以
8C11hVhF / 8C11hVhR引物时, 扩增出带信号肽的 8C11VH
序列,经 Bgl Ò / Xho Ñ 双酶切后, 克隆至 Bam H Ñ / X ho Ñ
双酶切的 pcDNA311- AH 质粒, 从而获得表达人鼠嵌合重
链的表达质粒 pcDNA311- AH8C。
5  CHO细胞的转染  通过脂质体转染法[ 7] 将两个质粒
pcDNA31 1- Ak8C 和 pcDNA31 1- AH8C 共转染至 CHO 细
胞中。转染后的细胞在 24 孔细胞培养板中培养 2 天后, 转




6 ELISA检测嵌合抗体的活性  转染细胞在 6 孔细胞培养
板中培养约 2 周后, 分别收集培养上清及细胞, 细胞重悬于
与培养上清等体积的 PBS 缓冲液中, 经反复冻融 4 次,离心
得到上清即为细胞裂解液。用间接 ELISA 法测定培养上清
和细胞裂解液中嵌合抗体的活性。同样处理未经转染的
CHO细胞作为阴性对照。在 96 孔板中包被 NE2 抗原, 经
BSA封闭后, 每孔加入 100Ll 待测样品及阴性对照 , 3 孔重
复, 37 e 反应 1h, 洗板后再每孔加入 100Ll1: 5 000 稀释的
HRP标记的羊抗人 IgG 抗体, 37 e 反应 30min, 洗板后加入
A、B显色液于 37 e 显色 15min, 终止反应后测 OD450/ 620值。
7  RT- PCR检测嵌合抗体在 CHO细胞中的表达  收集转
染后的细胞提取总 RNA, 反转录成 cDNA, 以 8C11hVkF/
8C11hVkR引物对扩增鼠V k 基因,以 8C11hVhF/ 8C11hVhR
引物对扩增鼠 VH 基因, 以 hKCF/ hKCR 引物对扩增人
kappa 轻链恒定区基因, 以 hHCF/ hHCR 引物对扩增人
gamma重链恒定区基因, 以 8C11hVkF/ hKCR 引物对扩增人
鼠嵌合轻链基因, 以 8C11hVhF/ hHCR 引物对扩增人鼠嵌合
重链基因。
8 Western blot 检测 8C11 嵌合抗体的抗原特异性  将纯化
的 NE2 进行常规 SDS- PAGE, 电转移至硝酸纤维素膜, 以
含 8C11 嵌合抗体的细胞培养上清与之反应,以 HRP 标记羊
抗人 IgG 抗体为二抗进行显色。对照以 8C11 鼠单抗与 NE2
反应, 以HRP标记羊抗鼠 IgG 抗体为二抗进行显色。
9 8C11 嵌合抗体表达的定量  脂质体转染后的 CHO细胞
在 6 孔板中培养 48h 后, 取培养上清用 ELISA 法进行 IgG
定量检测。2 倍梯度稀释的人 IgG1k 纯品用于制作标准曲
线。ELISA 板包被羊抗人 IgG Fab, 1% BSA 封闭后, 与待测
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样品及人 IgG1k 于 37e 反应 1h 后, 再与 HRP 标记羊抗人
IgG反应 30min, 显色并终止后测 OD450/ 620值。待测样品的
OD450/ 620值与人 IgG1k 标准曲线对比以计算嵌合抗体的浓度。
10 ELISA检测 8C11 嵌合抗体对 8H3 抗体的增强效应  
将 8C11 嵌合抗体、8C11 原鼠单抗进行倍比稀释,在 NE2 包
被的 96 孔板中分别加入 50Ll的各梯度稀释液, 分别以PBS、
抗 NE2 16D7 鼠单抗作为阴性对照,在 37 e 反应 30min 后,
再分别加入 50Ll 1B10 000 稀释的 HRP 标记 8H3 酶标抗体,
继续反应 30min, 洗板后加入显色液于 37 e 反应 15min, 反
应终止后用酶标仪读数。
结   果
1  8C11抗体可变区基因的分离
抗体可变区基因的分离采用聚合酶链式反应
( PCR)法。根据 Novagen公司的 Ig- Prime试剂盒




细胞中提取总 RNA,并反转录成 cDNA,以此 cDNA
为 PCR扩增的模板。结果获得编码 8C11 单克隆
抗体可变区的核苷酸序列(图 1)。VH 长 372bp, 编
码 124个氨基酸; Vk 长 324bp,编码 108个氨基酸。
此外,在 VH前有 57bp的信号肽序列, 编码 19个氨
基酸;在 Vk前有 60bp的信号肽序列, 编码 20个氨
基酸。
2  8C11人鼠嵌合抗体表达载体的构建
将带有信号肽序列的 8C11 Vk 和 VH 基因分别
与人的 kappa轻链和 gamma 1 重链恒定区基因重
组,可表达出完整的人鼠嵌合抗体。其中所用的表
达载体为 pcDNA311 \ Hygro 和 pcDNA311( + )两
种质粒。
将带信号肽的 8C11 Vk 基因和人 kappa轻链恒
定区基因,同时克隆至 pcDNA311( + )载体, 从而获
得表达嵌合轻链的质粒 pcDNA311- Ak8C。将带
信号肽的 8C11 VH基因和人 gamma 1重链恒定区基
因,同时克隆至 pcDNA311 \ Hygro 载体, 从而获得
表达嵌合重链的质粒 pcDNA311- AH8C(图 2)。
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图 1 8C11 鼠单抗基因的 VH、Vk 核苷酸序列及推测的氨基酸序列
F igure 1 Nucleot ide and deduced amino acid sequences of VH and Vk of McAb 8C11 gene
图 2  表达质粒 pcDNA31 1- Ak8C、pcDNA31 1- AH8C
F igur e 2  Expression plasmids of pcDNA31 1- Ak8C and pcDNA31 1- AH8C
3  8C11嵌合抗体在 CHO细胞中的表达
转染后的 CHO细胞在 6 孔细胞培养板中培养
约2周后, 获得培养上清及细胞经反复冻融并离心
得到的细胞裂解液, 用间接 ELISA 法测定嵌合抗体
的活性,以 HRP 标记的羊抗人 IgG抗体为二抗, 以
同样处理未转染的 CHO细胞作为阴性对照。结果
得到 3个有较好活性的细胞株(表 2)。其中, A 细
胞株培养上清的 OD 值达到 3188, 细胞裂解液的





表 2  嵌合抗体的间接法 ELISA检测结果
Table 2  Indirect ELISA detection r esults of
the chimeric antibody
Sample tested
CHO cell st rain
A B C
Cell culture supernatant 31888 01735 01727
Cell extract 31555 21448 31010
Negat ive cont rol 01079 01078 01081
Blank 01170 01168 01169
  图 3表明,用 RT - PCR法可从 CHO细胞中扩





图 3 8C11嵌合抗体在 CHO细胞中
表达的 RT - PCR 检测
Figure 3  RT - PCR detection of t he expr ession of 8C11
chimeric antibody in CHO cells
    M :M olecular marker;  11V k;  21VH;
    31Constant region of human kappa chain;
    41Constant region of human gamma heavy chain;
    51Chimeric light chain; 61Chimeric heavy chain1
  转染后的 CHO细胞在 6孔板中培养48h后, 取
培养上清用 ELISA法检测 IgG瞬时表达的水平, 结
果表达水平约为 400ng/ ( 106148h)。
4  8C11嵌合抗体的抗原特异性检测
将纯化的 NE2抗原进行 SDS- PAGE 电泳, 并
电转移至硝酸纤维素膜上, 以含 8C11嵌合抗体的
图 4 8C11 嵌合抗体与 NE2 特异性结合的Western blot
检测
Figure 4  Western blot analysis of the specific binding of
8C11 chimeric antibody to NE2
118C11 McAb as cont rol;  218C11 chimeric ant ibody.
细胞培养上清与之反应, 以HRP 标记羊抗人 IgG抗
体为二抗进行显色。图 4表明, 表达的 8C11 嵌合
抗体可特异性地与 NE2反应。
5  8C11嵌合抗体对 8H3的增强效应
8H3是本实验室制备的、可特异性结合 HEV
开放阅读框( ORF) 2 编码多肽 NE2 的另一个单克






被的NE2反应 30min后,再与 50Ll1B10 000稀释的
HRP 标记 8H3酶标抗体继续反应 30min。结果由
图 5可知,随着 8C11嵌合抗体浓度的提高, 8H3与
NE2抗原的结合量也提高。以 PBS 及另一抗 NE2
鼠单抗 16D7为对照时, 8H3酶标抗体与 NE2反应
的 OD450/ 620值为 0147~ 0148, 而以未稀释的嵌合抗
体与NE2先反应 30min, 8H3酶标抗体与 NE2反应
的 OD450/ 620值达到了 3123。表明 8C11嵌合抗体对
8H3结合抗原有明显的增强作用, 与原鼠单抗的增
强效应一致。
图 5  8C11 嵌合抗体对 8H3 与 NE2 抗原结合反应的增
强作用
F igur e 5  The enhancement effect of 8C11 chimer ic
antibody on the binding r eaction of 8H3 to
NE2
讨   论












至未引起 HAMA 反应[ 9, 10]。与原鼠单抗相比, 人
源化抗体能介导强的效应功能,其血清半衰期长, 免























一般不超过几微克/ ( 106124h) , 在非淋巴细胞体系
的表达量则更低。为提高嵌合抗体的表达水平, 人
们尝试了很多方法,如将抗体基因与二氢叶酸还原
酶( dhfr)或腺苷脱氨酶等一起扩增[ 17, 18]。利用二
氢叶酸还原酶( dhf r)扩增系统, 已成功地在 CHO 细
胞中将抗体的表达量提高到了 100Lg / ( 10
6124h) ,
抗体仍能介导补体依赖的细胞毒( CDC)和抗体依赖
的、细胞介导的细胞效应( ADCC) [ 17, 19]。在本研究
中,采用哺乳动物表达质粒 pcDNA311 \ Hygro 和
pcDNA311( + )在普通 CHO细胞中表达嵌合抗体,
得到的表达量较低, 难以进行纯化及相关性质研究。
因此正在尝试采用昆虫杆状表达系统进行表达, 并
将采用二氢叶酸还原酶( dhf r)扩增系统在 CHO 细
胞中表达,以期提高表达产量。
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Construction and Expression of a Mouse-human Chimeric Antibody against
Hepatitis E Virus
LUO Wen-xin, LI L-i feng, XU Chen-Yu, CHENG Tong, GUAN Bao-quan,
ZHANG Jun, XIA Ning-shao
( R esearch Center f or Molecular Med ical Virology of F uj ia n Province , Xiamen Univer si ty , Xiamen 361005, China)
Abstract:A neutralizing mouse ant i- HEV monoclonal antibody ( M cAb) , designated as 8C11, has previously
been produced and characterized by our laboratory1We reported here the const ruct ion and the expression of
mouse-human chimeric antibody derived f rom the McAb1cDNAs encoding variable reg ions of heavy and light
chains w ere isolated f rom 8C11 cells by RT - PCR, and introduced into mammalian expression vectors pcD-
NA311/ Hyg ro and pcDNA311( + ) containing cDNA of human gamma 1 and kappa constant regions, respect ive-
ly1T he vectors w ere cot ransfected into CHO cells1The result of RT- PCR showed that the int roduced genes for
chimeric heavy and light chains w ere transcribed1Indirect ELISA and Western blot indicated that the pept ides
w ere assembled correct ly to form nat ive IgG molecule, w hich could be secreted outside the cells1The expressed
chimeric ant ibody held the binding specif icity of its orig inal McAb to HEV and enhanced the binding activity of
8H3 to ant ig en1The chimeric antibody described here is expected to be less immunogenic and thus more suitable
for possible ant ibody therapy for hepat itis E1
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